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ABSTRAK

PENGARUH PEMBERIAN EKSTRAK Bl1JI KOPI ROBUSTA
(Coffeacanephora) LAMPUNG TERHADAP MEMORI SPASIAL TIKUS
PUTIH JANTAN (Rattus norvegicus) GALUR Sprague dawley
YANG DIINDUKSIMONOSODIUM GLUTAMAT

Oleh
ANIS SYAFA’ATUL HUSNA

Latar Belakang: Monosodium glutamat (MSG) sebagaipenyedap
rasaapabiladiberikansecaraberlebihanakanmengaktivasireseptorglutamatberlebihsehingga
dapatmenyebabkankerusakanotak.Kopi mengandungasamklorogenatyang
bersifatneuroprotektif. Tujuanpenelitianiniuntukmengetahui  pengaruhpemberianekstrak
kopi robusta (Coffeacanephora) Lampung terhadapmemorispasialtikusputihjantan
(Rattusnorvegicus) yang diinduksiMSG.
Metode:Penelitianinidilakukandenganmetodeeksperimentaldenganrancanganacaklengkap
. Jumlahsampelyang digunakansebanyak 25 ekordandibagi 5 kelompok, masing-
masingterdiridari 5 ekortikus.PadapenelitianinitikusdiinduksiMSGperoraldengandosis 2
gr/kgBB/hariuntukkelompokkontrolpositifdansecaraberurutankelompokperlakuan 1, 2,
dan3 disertaiinduksiekstrak kopirobusta Lampung dengandosis0,5 mg/mL/hari, 1
mg/mL/hari, dan 2 mg/mL/hari.
SelanjutnyapenilaianmemorispasialdilakukandenganmetodeMorris Water Maze(MWM).
Hasil:Hasilreratamemorispasialsecaraberurutankelompok  K(-), K(+), P1, P2, P3
adalah22.75+4.50detik, 15.80+ 9.91detik, 16.80+ 5.71detik, 25.00+ 15.13detik, 25.60+
10.47detik.Hasil analisis statistikOne Way Anova, nilai p=0,294 sehingga dapat
dinyatakan bahwa tidak terdapat perbedaan rerata pada semuakelompok.

Simpulan: Tidak terdapat pengaruh pemberian ekstrak kopi robusta (coffeacanephora)
lampung terhadap memori spasial tikus putih  jantan(rattus novergicus)
galurspraguedawleyyang diinduksiMSG.

Kata Kunci: kopi robusta, memori spasial, monosodium glutamat



ABSTRACT

THE EFFECT OF EXTRACT COFFEE ROBUSTA (Coffechanephora)
LAMPUNG AGAINSTS TO SPATIAL MEMORY IN MALE RATS
STRAIN (Rattusnorvegicus) Sprague dawley INDUCED BY MONOSODIUM
GLUTAMATE

by
ANIS SYAFA’ATUL HUSNA

Background:Monosodium glutamate (MSG) as a flavor when given in excess will
activate excess glutamate receptors so that it can cause brain damage. Coffee contains
neuroprotectivechlorogenic acid. The purpose of this study was to determine the effect of
Lampung Robusta coffee (Coffeacanephora) extract on the spatial memory of MSG-
induced male white rats (Rattusnorvegicus).

Method:This research was carried out using an experimental method with a completely
randomized design. The number of samples used was 25 and divided into 5 groups, each
consisting of 5 rats. In this study rats were induced by oral MSG at a dose of 2 gr / kgBW
/ day for the positive control group and sequentially treatment groups 1, 2, and 3 were
accompanied by induction of Lampung robusta coffee extract at a dose of 0.5 mg / mL /
day, 1 mg / mL / day, and 2 mg / mL / day. Furthermore, the assessment of spatial
memory was carried out by the Morris Water Maze (MWM) method.

Results:The average results of spatial memory sequentially groups K (), K (+), P1, P2,
P3 are 22.75 + 4.50 second, 15.80 + 9.91 second, 16.80 + 5.71 second, 25.00 + 15.13
second, 25.60 + 10.47 secondThe results of One Way Anova analysis have a result of
0.294, p> 0.05. So that it can be stated that there is no difference in mean in all group.
Conclusion:There is no effect on the administration of Robusta coffee extract
(Coffeacanephora) Lampung to the spatial memory of male white rats (rattusnovergicus)
spraguedawley lines induced by monosodium glutamate.

Keywords: monosodium glutamate, robusta coffee, spatial memory
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BAB |
PENDAHULUAN

Latar Belakang

Kopi menjadi salah satu minuman yang sering dikonsumsi oleh
masyarakat Indonesia. Di Indonesia, terdapat dua jenis kopi yang dikenal
masyarakat, yaitu kopi arabika dan robusta. Namun, yang paling banyak
dibudidayakan di Indonesia adalah kopi robusta (Coffea canephora)
(Ciptaningsih, 2012; Najiyati, 2009). Saat ini lebih dari 90% dari area

pertanaman kopi Indonesia terdiri atas kopi robusta (Prastowo dkk., 2010).

Salah satu provinsi di Indonesia yang merupakan penghasil kopi robusta
terbanyak adalah Lampung, tepatnya di Kabupaten Lampung Barat dengan
luas lahan mencapai 60,347,7 hektare lebih dan hasil kopi
kering per tahun mencapai 29.712 ton per hektar/tahun
(Kementerian Pertanian Direktorat Jenderal Perkebunan, 2009-2011).
Konsumsi produk pangan fungsional seperti kopi telah menjadi budaya di
masyarakat dunia karena tidak hanya menawarkan rasa dan penampilan
yang menarik, tetapi juga memberikan nutrisi yang baik bagi tubuh karena
mengandung antioksidan alami yang tinggi (Ciptaningsih, 2012).

Antioksidan alami terbesar dalam biji kopi adalah asam klorogenat yang



dapat mengobati epilepsi, hiperaktivitas, dan masalah tidur (Sukohar dkk,

2011).

Antioksidan dalam biji kopi dapat digunakan untuk memperbaiki
kerusakan fungsi saraf akibat reaksi oksidatif. Fungsi saraf yang dapat
diperbaiki antara lain memori spasial. Memori spasial merupakan
kemampuan mengingat ruang bidang, mengenali bentuk, jarak, dan luas,

serta mengetahui arah atau posisi seseorang (Mastrangelo et al., 2008).

Memori spasial dapat mengalami gangguan apabila neurotransmiter pada
cairan ekstraseluler di otak dilepaskan berlebihan. Salah satu
neurotransmiter tersebut adalah glutamate, yang dilepaskan sebanyak 40%
dari sinaps-sinaps yang terdapat pada sistem saraf pusat, terutama pada
regio dalam otak yang mempunyai tugas penting seperti korteks serebri,
hippocampus, dan girus dentatus (Horvath et al., 2012). Salah satu faktor
yang memicu pelepasan neurotransmiter berlebih adalah konsumsi
monosodium glutamat (MSG) yang di atas ambang normal (Ardyanto,

2004).

Monosodium glutamat adalah garam natrium yang berasal dari asam
glutamat yang dapat dijumpai secara berlimpah pada bahan alam dan telah
digunakan sebagai zat aditif yang tersusun dari 78% asam glutamat dan 22%
natrium dan air. Bahan ini digunakan sebagai penguat rasa di banyak

negara di Asia, seperti Cina, Thailand, Jepang, Korea, dan Indonesia.



Konsumsi MSG di Indonesia terus meningkat setiap tahunnya, yaitu dari
100.568 ton pada tahun 1998 menjadi 122.966 ton pada tahun 2004
berdasarkan survei yang dilakukan oleh Persatuan Pabrik Monosodium
Glutamat dan Asam Glutamat Indonesia. Meluasnya pemakaian MSG
yang tidak disertai takaran pemakaian yang jelas dan label peringatan
dalam kemasan, ternyata telah menimbulkan permasalahan terutama pada

fungsi sistem saraf (Ardyanto, 2004).

Kelebihan glutamat yang mengaktivasi reseptor glutamat di cairan
ekstraseluler otak secara berlebihan dapat menyebabkan pembengkakan
sel, apoptosis, dan kematian neuron yang berfungsi sebagai pengatur
memori (Leibowitz, 2012). Hal tersebut juga dijelaskan dalam penelitian
mengenai MSG yang menyatakan bahwa pemberian MSG dengan dosis 2
gr/kg peroral selama 10 hari pada tikus Wistar yang berusia 5 minggu
menyebabkan gangguan memori jangka panjang (Juliana et al., 2017).
Xiong et al (2009) membuktikan pemberian MSG pada tikus jantan
Sprague dawley secara subkutan dengan dosis 4 gr / kgBB menyebabkan
hilangnya neuron — neuron disertai perubahan plastisitas sinaptik dari
hipoccampus. Adapun mekanisme toksisitas MSG yaitu menyebabkan
stres oksidatif dari timbulnya Reactive Oxygen Species (ROS) dan

berakibat terjadinya peroksidasi lipid (Onyema et al., 2006).

Mengingat penggunaan MSG telah meluas dimasyarakat serta dapat

menimbulkan berbagai efek samping, terutama pengaruhnya terhadap
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fungsi memori, maka dirasa perlu untuk melakukan penelitian yang
berkaitan dengan pengaruh pemberian ekstrak biji kopi sebagai

antioksidan terhadap memori spasial yang terinduksi MSG.

Rumusan Masalah
Apakah terdapat pengaruh pemberian ekstrak biji kopi robusta terhadap

memori spasial pada tikus putih yang diinduksi MSG?

Tujuan Penelitian
Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak biji kopi robusta terhadap

memori spasial pada tikus putih yang diinduksi MSG.

Manfaat Penelitian

1.4.1 Diri Peneliti
Diharapkan  penelitian ini dapat menambah wawasan dan
pengetahuan peneliti dalam membuat sebuah karya ilmiah serta
peneliti dapat mengetahui pengaruh ekstrak biji kopi terhadap

memori spasial.

1.4.2 llmu Kedokteran
Diharapkan hasil penelitian ini mampu menjadi ilmu yang
bermanfaat bagi peneliti lainnya dan menjadi tambahan wawasan

pengetahuan baru dalam dunia kedokteran.



1.4.3 Masyarakat
Diharapkan hasil penelitian ini dapat meningkatkan pengetahuan
masyarakat mengenai pengaruh ekstrak biji kopi terhadap memori

spasial.



2.1

BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

Monosodium Glutamat

Monosodium glutamat sebagai garam turunan dari asam glutamat adalah
bahan aditif makanan yang dapat meningkatkan cita rasa (Ismail, 2012).
Rasa yang dirasakan dari MSG, yang disebut umami, diyakini berbeda dari
asam, asin, manis, dan pahit (Maruyama, 2006). Pada protein hewani,
persentase glutamat yang terkandung didalamnya sebanyak 11% sampai
22% sedangkan pada protein nabati dapat mengandung dengan persentase

lebih tinggi hingga mencapai 40% (Prawirohardjo dkk., 2000).

Asam glutamat pertama kali ditemukan dalam bentuk murni pada tahun
1866 oleh seorang ahli kimia bernama Ritthausen yang berasal dari Jerman
melalui reaksi hidrolisis dari bahan yang bernama Gliadin, yaitu suatu
bahan yang menjadi bahan penyusun dari Wheat Gluten. Sedangkan di
negara Jepang sendiri, pada tahun 1907, Profesor Kikunae Ikeda memulai
suatu penelitian untuk mengidentifikasi substansi yang berada pada Kelp
( Laminariaceae ) dikarenakan telah menghasilkan rasa yang unik pada
masakan sup sehingga banyak digunakan pada negara Jepang. Penelitian

yang dilakukan oleh beliau ini dilakukan berdasarkan pada hipotesis



bahwa rasa unik yang terdapat pada Kelp tidak dapat diklasifikasikan pada
keempat rasa klasik yang telah diketahui sejak lama, yaitu rasa pahit, asin,
asam, dan manis, sehingga beliau menamakan rasa unik tersebut sebagai
umami. Akhirnya pada tahun 1908, Profesor Kikunae lkeda berhasil
mengidentifikasi rasa umami yang berada dalam Kelp sebagai L-
Glutamate, dan pada akhirnya beliau mematenkan hasil temuannya
tersebut sebagai produk bumbu masak terbaru yang terdiri dari bentuk
garam dari L-Glutamic acid. Sehingga pada tahun 1909, Saburousuke
Suzuki, seorang enterpreneur dalam biadang kimia dan farmasi bekerja
sama dengan Profesor Kikunae Ikeda untuk mengkomersialkan produk

tersebut menjadi AJINOMOTO® (Sujono, 1993).

Setelah penemuan Profesor Kikunae lkeda, MSG dalam bentuk food
additive selalu dipergunakan sebagai bahan tambahan penyedap pada
masakan untuk menambahkan rasa pada makanan Kkhususnya
padamakanan yang tidak terlalu mempunyai rasa sehingga kegunaannya
sebagai bahan masakan mempunyai peran penting dalam pemenuhan
nutrisi, terutama pada orang lanjut usia serta orang dengan nutrisi buruk
dikarenakan stimulasi oral dari rasa umami akan meningkatkan nafsu
makan sehingga dapat meningkatkan jumlah ambilan vitamin, mineral,
dan protein dalam makanan. Khususnya pada orang usia lanjut , hal ini
dapat memperbaiki status nutrisi sehingga pada akhirnya dapat
memperbaiki kualitas hidup para lansia tersebut, dan karena hal inilah,

berbagai pabrik memproduksi MSG secara besar besaran.



Monosodium glutamat merupakan produk hasil dari berbagai macam cara,
diantaranya yaitu proses ekstraksi dari bahan asalnya, proses sintesis
secara kimia, proses fermentasi, serta proses sintesis secara enzimatik,
sehingga menjadikan struktur kimia dari MSG tidak memiliki perbedaan
yang terlalu jauh berbeda dari struktur kimia asam glutamat, kecuali pada
gugus karboksil ( R — COOH ) yang mengandung ikatan hidrogen
didalamnya diubah menjadi ikatan karboksil yang mengandung natrium
( R — COONa ) menjadi dalam bentuk garamnya. Perubahan ini
mengakibatkan pengaktifan dari stimulasi pada indra pengecap (Xiong et

al, 2009).

Struktur MSG yaitu berbentuk serbuk kristal berwarna putih yang mudah
larut dalam air serta tidak berbau. Apabila MSG dilarutkan didalam air
atau saat melarut pada saliva dirongga mulut akan terdisosiasi menjadi
natrium yang bertindak sebagai kation serta glutamat sebagai anion
(Prawirohardjo, 2000). Setelah glutamat tertangkap pada reseptor tersebut,
akan mengakibatkan naiknya konsentrasi ion kalsium dalam intraselular
sehingga sebagai hasil akhirnya akan menyebabkan terjadinya proses
depolarisasi. Setelah proses depolarisasi terjadi, maka selanjutnya akan
mengaktifkan saraf afferen pada daerah lidah sehingga akan memberikan
sinyal pada otak dan pada akhirnya akan diterima sebagai sensasi dari rasa

umami (Xiong et al, 2009).



Salah satu zat yang juga berfungsi sebagai neurotransmiter yaitu glutamat
yang secara terus menerus diubah menjadi bentuk a-ketoglutarate melalui
reaksi deaminasi dengan bantuan enzim glutamate dehidrogenase atau
melalui proses transaminasi oleh enzim transaminase, dan selanjutnya
akan dimetabolisme melalui Trycarboxylic Acid Cycle menjadi succinate,
fumarate dan malate. Glutamat juga merupakan hasil produk dari reaksi
deaminasi yang berasaldari glutamine dengan bantuan phosphate activated

glutaminase di mitokondria serta pada neuron - specific enzyme.

Pelepasan glutamat secara sinaptik akan mengaktifasi ligand gated ion
channels ( reseptor ionotropik ) dan juga G protein — coupled receptors
( reseptor metabotropik ), sedangkan sebagai pengendali aksi dari glutamat
akan diterminasi oleh sistem re-uptake yang spesifik terlokasi terutama
pada daerah astrosit yang terlatak mengelilingi daerah sinaps. Pada astrosit,
glutamat selanjutnya akan diubah menjadi glutamine yang berarti, pada
perubahannya sebagai glutamine tidak memiliki fungsi sebagai
neurotransmiter, dapat dilepaskan oleh astrosit menuju neuron. Didalam
neuron, glutamine akan diubah kembali menjadi glutamat melalui
glutamine-reuptake  system, selanjutnya akan diangkut oleh vesicular
glutamate transporters menuju synaptic vesicle dan terakhir akan siap

untuk dilepaskan kembali sebagai neurotransmiter.
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Memori Spasial

Memori spasial adalah kemampuan untuk belajar, mengingat lokasi spasial,
dan mengaitkan mereka dengan rangsangan lain, serta merupakan perilaku
adaptif penting yang diperlukan untuk bertahan hidup. Navigasi spasial
dan memori spasial terutama terkait dengan hippocampus, baik pada tikus
dan manusia.Terdapat dua sistem berbeda yang membimbing fungsi
spasial, yaitu fungsi pembelajaran dan memori. Pertama, yaitu takson
sistem, menggunakan isyarat egosentris dan respon perilaku spesifik
sebagai penanda rangsangan tertentu untuk memungkinkan navigasi.
Misalnya, selalu belok kanan, selalu mendekati stimulus X, selalu menjauh
dari stimulus Y, dan sebagainya. Sistem kedua vyaitu sistem lokal,
mendasari pengarahan spasial allocentric dan pembentukan peta kognitif

dari lingkungan (Bannerman et al., 2014).

Hippocampus memainkan peran penting dalam pembelajaran spasial dan
kontekstual. Morris Water Maze (MWM) adalah tes kemampuan tikus
untuk belajar dan menghafal lokasi platform tersembunyi di kolam air
dengan isyarat menjaga sekitar labirin air. Tugas pembelajaran spasial ini
membutuhkan keterlibatan hippocampal N-methyl-D-aspartat (NMDA)

dan reseptor kolinergik muskarinik (Kesmati et al., 2015).

Daerah yang berperan dalam sistem memori spasial antara lain
neostriatum, cerebellum, dan korteks sensorimotor (Sherwood, 2014). Hal-

hal yang dapat mengakibatkan depresi dan menghilangnya neuron di
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hippocampus yang selanjutnya dapat menurunkan kemampuan memori
dan kognitif seseorang adalah sel-sel di regio CA1 dan CA2 yang rentan
terhadap hipoksia, serta CA3 yang rentan terhadap stressor fisik dan

kronik (Ardyanto, 2004).

Hippocampal Formation_ . =
. - s

Dentate Gyrus

CA3

Gambar 1. Anatomi Hippocampus (Ardyanto, 2004)

Kopi Robusta

Klasifikasi tanaman kopi robusta (Coffea canephora) dalam tata nama
tumbuhan antara lain divisi Spermatophyta, sub divisi Angiospermae,
kelas Dicotyledonae, ordo Rubiales, famili Rubiaceae, genus Coffea, dan
spesies Coffea canephora (Najiyati, 2009). Penyebaran kopi robusta di
Indonesia relatif luas karena dapat tumbuh baik pada daerah yang lebih
rendah. Kopi robusta memiliki karakteristik fisik biji agak bulat,
lengkungan tebal, dan garis tengah dari atas kebawah hampir rata
(Rukmana, 2014). Kopi robusta merupakan salah satu jenis kopi yang
banyak dibudidayakan oleh penduduk karena kopi robusta lebih mudah

dibudidayakan jika dibandingkan dengan tanaman kopi arabika. Kopi
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robusta tumbuh pada ketinggian 400-700 mdpl. Keunggulan kopi robusta

adalah lebih resisten terhadap serangan hama dan penyakit (Putrid, 2014).

Kopi robusta memiliki banyak kandungan kimia pada bijinya seperti
karbohidrat, senyawa nitrogen (protein, asam amino bebas, kafein,
trigonelline), lemak (minyak kopi, diterpen), mineral, asam dan ester
(asam Kklorogenat, asam kuinat). Asam klorogenat merupakan ester yang
dibentuk dari asam trans-sinamat (misalnya kafeat, ferulat dan p-kumarat)
dan asam kuinat yang mempunyai gugus hidroksil pada posisi aksial pada
karbon 1 dan 3 dan hidroksil equatorial pada karbon 4 dan 5 (Farah et al.,

2008).

HO™ _ O

OoOH
OH

Gambar 2. Struktur Kimia Asam Klorogenat (Farah et al., 2008)

Kopi menunjukkan aktivitas antioksidan yang efektif, baik bagi hewan
maupun manusia yang terutama disebabkan oleh kandungan polifenolnya
(Priftis, 2015). Kopi juga bermanfaat sebagai neuroprotector. Shukitt-hale
(2013) menunjukkan pada tingkat konsentrasi 0,55% kopi memiliki efek
proteksi terhadap saraf yang terlihat dari perubahan kognitif dan

psikomotorik yang lebih baik. Lee et al (2018) menunnjukkan komponen
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antioksidan pada kopi yang bersifat neuroprotector tercapai pada dosis
5mg/ml. Biji kopi adalah salah satu sumber asam klorogenat pada
makanan yang dikonsumsi manusia seperti pada biji kopi yang tidak
disangrai (green coffee bean) mengandung asam klorogenat sebesar 6-
12 %. Menurut status gizi, asam klorogenat merupakan senyawa dengan
aktivitas antioksidan yang kuat (Priftis, 2015). Terdapat studi terkait
kandungan asam klorogenat dalam biji kopi yang berfungsi sebagai
penangkap radikal bebas dapat mencegah perilaku depresi dengan

menurunkan Reactive Oxygen Species (ROS) (Lim et al., 2018).

Arabica

Robusta

Gambar 3. Gambaran Fisik Biji Kopi Robusta dan Arabika (Darmayasa, 1991)

Ekstraksi adalah suatu proses pemisahan kandungan senyawa kimia dari
jaringan tumbuhan maupun hewan. Sebelum ekstraksi dilakukan biasanya
bahan-bahan dikeringkan terlebih dahulu kemudian dihaluskan pada
derajat kehalusan tertentu (Harborne, 1987). Ekstrak biji kopi robusta
(Coffea canephora) diperoleh dengan memblender biji kopi robusta kering
hingga menjadi serpihan kecil, selanjutnya ditumbuk sampai halus. Biji

kopi yang telah halus dimaserasi dalam larutan etanol 97% sebanyak
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selama 24 jam dengan menggunakan shaker bath. Setelah itu disaring dan
dipekatkan menggunakan rotary evaporator sehingga didapatkan ekstrak

kopi pekat (Darmayasa, 1991).

Tikus Putih

Spesies yang sering dipakai sebagai hewan model pada penelitian adalah
Rattus norvegicus. Adapun taksonomi tikus ini adalah kingdom Animalia,
filum Chordata, kelas Mamalia, ordo Rodensia, famili Muridae, subfamili

Murinae, genus Rattus, spesies Norvegicus (Wolfensohn and Lloyd, 2013).

Gambar 4. Tikus putih (Rattus norvegicus) galur Sprague dawley
(Alvin and Terry, 2009)
Rattus norvegicus mempunyai 3 galur, yaitu Sprague dawley, Wistar, dan
Long Evans. Galur Sprague dawley memiliki tubuh yang ramping, kepala
kecil, telinga tebal dan pendek dengan rambut halus, serta ukuran ekor
lebih panjang daripada badannya. Galur Wistar memiliki kepala yang
besar dan ekor yang pendek, sedangkan galur Long Evans memiliki
ukuran tubuh yang lebih kecil serta bulu pada kepala dan bagian tubuh

depan berwarna hitam (Malole dan Pramono, 1989).
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Kerangka Teori

Kerusakan saraf terjadi akibat pengaktifan reseptor glutamat yaitu N-
methyl-D-aspartic acid receptor sehingga menyebabkan influks ion
kalsium berlebih ke dalam saraf dan sebagai hasil akhirnya menyebabkan
akumulasi berlebih ion kalsium pada saraf. Pada tahap selanjutnya
akumulasi ion kalsium yang berlebihan ini menyebabkan aktifnya Ca2+ -
dependent process, sebuah proses yang dalam keadaan normal terjadi
dalam level yang rendah, secara berlebihan pula. Pengaktifan Ca2+ -
dependent process secara berlebihan ini akan berdampak pada peningkatan
dalam pengeluaran beberapa enzim seperti protease, phosphatase,
endonuclease, phospholipase, dan nitric oxide synthesis yang dalam
keadaan normal terdapat dalam kadar yang rendah. Semua keadaan ini
menyebabkan terjadinya kerusakan saraf yang dapat berlanjut menjadi
kematian saraf itu sendiri. Pemberian ekstrak biji kopi robusta diharapkan
dapat membantu memperbaiki kerusakan neuron di hippocampus karena
kandungan asam klorogenat terbukti mampu mencegah perilaku depresi

dengan menurunkan Reactive Oxygen Species (ROS) (Lim et al., 2018).



Induksi MSG per
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Gambar 5. Kerangka teori
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Gambar 6. Kerangka konsep
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HO : Tidak terdapat pengaruh pemberian ekstrak biji kopi robusta (Coffea

canephora) Lampung terhadap memori spasial pada tikus putih (Rattus

norvegicus) jantan galur Sprague dawley yang diinduksi MSG.

H1 : Terdapat pengaruh pemberian ekstrak biji kopi robusta (Coffea

canephora) Lampung terhadap memori spasial pada tikus putih (Rattus

norvegicus) jantan galur Sprague dawley yang diinduksi MSG.



BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1  Jenis dan Desain Penelitian
Penelitian yang dilakukan merupakan penelitian eksperimental dengan
desain Rancangan Acak Lengkap dengan pendekatan Posttest Only

Control Group Design.

3.2  Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada Februari 2019.  Perlakuan dan
pengukuran memori spasial dilakukan di animal house Fakultas

Kedokteran Universitas Lampung.

3.3 Populasi dan Sampel Penelitian
3.3.1 Populasi Penelitian
Populasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus putih

(Rattus norvegicus) dengan jenis kelamin jantan dewasa.

3.3.2 Sampel Penelitian
Penentuan besar sampel ditentukan dengan menggunakan rumus

Frederer (Frederer, 1977) :
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t(n-1)>20
5(n-1)>20
5n-52>20
5n>20 +5
5n>25

n=>5
Keterangan :
t : jumlah kelompok
n : jumlah sampel tiap kelompok
Dari hasil perhitungan rumus di atas, sampel yang digunakan pada
tiap kelompok sebanyak 5 ekor tikus. Terdapat 5 kelompok,
sehingga total sampel yang digunakan adalah sebanyak 25 ekor
tikus. Untuk menghindari drop out atau tikus mati maka

ditambahkan tikus dengan rumusan sebagai berikut :

N 5
T1-—f
V= 5
T 1-10%
N 5
0,9
N = 5,55

N = 6 (pembulatan ke atas)
Keterangan :
N : besar sampel koreksi
n : besar sampel awal

f : perkiraan proporsi drop out sebesar 10%
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Dari perhitungan rumus tersebut maka jumlah sampel tambahan
yang diperlukan adalah 1 ekor pada tiap kelompok sehingga
masing-masing kelompok terdiri dari 6 ekor tikus dan jumlah
sampel secara keseluruhan sebanyak 30 ekor tikus. Namun, pada
penelitian ini terdapat 5 ekor tikus yang mati sebelum perlakuan

sehingga sampel yang digunakan sebanyak 25 ekor.

Kelompok Perlakuan

Sampel 25 ekor tikus putih dewasa akan di bagi menjadi 5 kelompok

sebagai berikut :

1. Kelompok kontrol negatif (-): kelompok tikus putih yang hanya
diberikan akuades peroral sebanyak 2 mL/hari.

2. Kelompok kontrol positif (+): kelompok tikus putih yang diinduksi
olen MSG sebanyak 2 gr/kgBB/hari yang diencerkan dalam 2 mL
akuades.

3. Kelompok perlakuan 1 (P1): kelompok tikus putih yang diinduksi oleh
MSG 2 gr/kgBB/hari dan diinduksi kopi robusta Lampung sebanyak
0,5 mg/mL/hari.

4. Kelompok perlakuan 2 (P2): kelompok tikus putih yang diinduksi
MSG sebanyak 2 gr/kgBB/hari dan diinduksi kopi robusta Lampung
sebanyak 1 mg/mL/hari.

5. Kelompok perlakuan 3 (P3): kelompok tikus putih yang diinduksi
MSG sebanyak 2 gr/kgBB/hari dan diinduksi kopi robusta Lampung

sebanyak 2 mg/mL/hari.
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3.5  Kiriteria Inklusi dan Eksklusi
Terdapat kriteria inklusi dan eksklusi yang harus dipenuhi dalam
pengambilan sampel.
3.5.1 Kiriteria Inklusi
Kriteria inklusi sampel yang akan digunakan pada penelitian ini
adalah sehat, jenis kelamin jantan, berat badan 150-250 gram, usia

2-4 bulan.

3.5.2 Kiriteria Eksklusi

Kriteria eksklusi sampel yang akan digunakan pada penelitian ini

adalah sebagai berikut :

1. Sakit selama diberikan perlakuan yang ditandai dengan
penampakan rambut botak atau rontok, kusam, dan aktivitas
tidak aktif

2. Terdapat penurunan berat badan lebih dari 10% setelah masa
adaptasi di laboratorium

3. Mati sebelum perlakuan

3.6 Variabel Penelitian
3.6.1 Variabel Bebas
a. MSG

b. Ekstrak biji kopi robusta Lampung



3.6.2 Variabel Terikat

Memori spasial
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selama 24 jam. Kemudian
Jiinduksi  peroral 30 menit
setelah induksi MSG dengan
iga dosis variasi yakni 0,5
mg/mL/hari, 1 mg/mL/hari, dan
2 mg/mL/hari

3.7 Definisi Oprasional
Tabel 1. Definisi Operasional
No. Variabel Definisi Alat Hasil Skala
Ukur Ukur Ukur
1. Variabel Kemampuan dalam mengenali Stop- Rerata Numerik
terikat: tempat, ruang, dan konteks watch waktu
memori keberadaan benda yang
spasial dipengaruhi oleh hippocampus,
dapat dinilai dengan metode
Morris Water Maze (Alvin and
Terry, 2009). Memori dihitung
dengan mengukur lamanya
tikus tinggal di kuadran
platform selama 60 detik
pengukuran (Penn State, 2013).
2. Variabel Larutan MSG diinduksi secara Neraca gr/kgBB/  Numerik
bebas : MSG oral dengan dosis 2 hari
gr/kgBB/hari yang
diencerkan dalam 2 mL
akuades (Ramalhoa dkk.,
2018).
3. Variabel =kstrak biji kopi yang berfungsi Neraca mg/mL/  Numerik
bebas  : sebagai neuroprotektor dibuat hari
ekstrak biji jengan cara mencampurkan 300
kopi robusta yr bubuk kopi ke dalam 1200
Lampung I etanol 97% lalu didiamkan
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Alat dan Bahan Penelitian

3.8.1 Alat

3.8.2

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain kandang tikus,
tempat makan, spuilt 1 cc, neraca, kamera, botol minuman 75 mL,

stopwatch, dan MWM.

Bahan
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain :

1. Tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur Sprague dawley

yang memenubhi kriteria inklusi.

Monosodium glutamat yang diberikan dalam bentuk larutan
yang dibuat dengan cara melarutkan MSG ke dalam akuades
agar mudah untuk diinjeksikan. MSG memiliki kelarutan
sebesar 20 gr/100 ml dalam air, yang berarti MSG dapat larut
dalam akuades. Larutan MSG dibuat dari dosis yang paling
besar, yaitu 2 gr/kgBB/hari dan tikus yang digunakan memiliki

rerata berat badan 150-250 gram (Juliana et al., 2017).

. Ekstraksi dilakukan dengan cara melarutkan 300 gram bubuk

biji kopi robusta ke dalam 1200 mL etanol 97% dan didiamkan
selama 24 jam. Kemudian sebelum diberikan ke tikus pada
tiap perlakuan dengan menggunakan alat sonde, dibagi menjadi
tiga dosis ekstrak biji kopi robusta yaitu 0,5 mg; 1 mg; 2 mg
dan masing-masing diencerkan ke dalam 1 mL etanol (Lee et

al., 2018).
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3.9 Prosedur

3.9.1

3.9.2

3.9.3

Ethical Clearance

Penelitian ini sudah mendapatkan persetujuan etik dari Komite Etik
Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas Lampung
dengan nomor 173 /UN26.18/PP.05.02.00/2019 tanggal 22 Januari

2019.

Pengadaan Hewan Coba
Pada penelitian ini digunakan hewan coba yaitu tikus putih jantan

galur Sprague dawley sebanyak 25 ekor.

Pengadaan Alat Morris Water Maze
Morris Water Maze adalah kolam hitam melingkar (140 cm, tinggi
60 cm) diisi dengan air (kedalaman 30cm) pada suhu rata rata 24°

C. Kolam renang dibagi menjadi 4 kuadran dengan ukuran sama.
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Gambar 7. llustrasi Morris Water Maze Test
(Alvin and Terry, 2009)

3.9.4 Pembagian Kelompok

3.95

Pada penelitian ini sampel dipilih secara acak dan dibagi menjadi 5
kelompok perlakuan dengan masing-masing kelompok terdiri dari

5 ekor tikus.

Perlakuan

Setelah masa adaptasi, tikus putih diinduksi dengan MSG dan
ekstrak biji kopi robusta lampung selama 10 hari. Induksi
dilakukan dengan pemberian MSG secara peroral dengan dosis 2
gr/kgBB/hari untuk kelompok kontrol (+) dan secara berurutan
kelompok P1, P2, dan P3 disertai induksi peroral ekstrak biji kopi
robusta Lampung sebanyak 0,5 mg/mL/hari, 1 mg/mL/hari, dan 2
mg/mL/hari. Menurut Alvin and Terry, (2009) uji MWM ini
dilakukan untuk membandingkan memori spasial pada tiap
kelompok tikus. Setiap tikus diberi latihan terlebih dahulu selama 2
hari sebanyak 4 kali sebelum diuji. Tikus ditempatkan di tengah

kolam menghadapi salah satu dari empat posisi di perimeter.
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Penempatan semi acak maksimal tiga percobaan berturut-turut bisa
dalam arah yang sama. Kemudian tikus dilepaskan ketika berada
tepat di atas air, kemudian tikus akan langsung tahu bahwa mereka
tidak lagi ditahan, tikus akan berjuang untuk membebaskan diri.

Percobaan dilakukan maksimal selama 60 detik (Deacon, 2013).

Pada percobaan awal tikus dibiarkan mencari platform, apabila
dalam waktu 60 detik gagal mencapai platform, maka tikus
dituntun ke arah platform dan dibiarkan selama 20 detik untuk
beristirahat. Setelah itu tikus diletakkan kembali ke ke kandang
untuk beristirahat. Pada percobaan ketiga dan keempat, tikus
diletakkan lagi di satu titik. Kemudian tikus akan berenang mencari
platform dan naik ke atas platform. Hewan yang telah mempelajari
posisi platform akan menghabiskan sebagian besar waktunya di
kuadran tempat platform sebelumnya berada. Hewan yang memori
spasialnya buruk akan menghabiskan waktu berenang di kuadran
lain (Penn State, 2013). Pemberian ekstrak biji kopi robusta
Lampung peroral diinduksikan pada tikus yang telah terpapar MSG
dalam 3 kelompok perlakuan dengan 3 dosis berbeda untuk menilai

fungsi neuroprotektor dari ekstrak biji kopi tersebut.
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Pengumpulan Data
Pangumpulan data penelitian dilakukan dengan menghitung hasil rerata
memori spasial yang dinyatakan dalam detik masing-masing kelompok

penelitian.

Analisis Data
Analisis data bertujuan untuk mengetahui perbedaan rerata dalam

kelompok dengan menggunakan uji statistik One-way Anova.



3.12  Alur Penelitian
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diinduksi
MSG
2gr/kgBB/ha
ri yang
diencerkan
dalam 2 mL
akuades

Perlakuan 1 :
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dan diberikan
ekstrak kopi
robusta
Lampung 2
mg/mL/hari

l

Pengujian memori spasial

l
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Gambar 8. Alur penelitian




BAB V
SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan
Tidak terdapat pengaruh pemberian ekstrak kopi robusta (Coffea canephora)
Lampung terhadap memori spasial pada tikus putih (Rattus norvegicus)

jantan galur Sprague dawley yang diinduksi MSG.

5.2 Saran
1. Perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk mengetahui pengaruh pemberian
ekstrak biji kopi dalam periode kronik.
2. Pada penelitian selanjutnya, lebih baik menggunakan kopi yang masih
hijau dan belum mengalami proses pemanggangan sehingga zat aktif pada

kopi tidak terdegradasi.
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